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values;ă liver,ă spleenăandăkidneyăwereăalsoăclearlyădetectable.ă Inăsummary,ă labellingăofăboneă
marrow-derivedăEVsăwithă99mTcăcoupledăwithăSPEűT/űTădetectionăwasăaăreliableămethodăforă
quantitativeădistributionăstudiesăofăEVsăin vivo. 
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2012;ăAndaloussiă etă al.,ă 2013).ă Exosomesă andă MVsă haveă prominentă rolesă ină intercellulară
communicationăbyătransferringăgeneticămaterială(inătheăformăofămRNAăandămiRNA)ăandăvariousă
proteinsătoăneighbouringăandădistantărecipientăcellsă(Hurleyăetăal.,ă2010).ăă
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Characterization of EVs by dynamic light scattering and low cytometry 
TheăhydrodynamicăsizeăandăpolydispersityăofăEVsăwereădeterminedăbyătheădynamicălightăscatteringă









Labelling with 99mTc 
99mTc-pertechnetateă(99mTcO4-)ăwasăderivedăfromăanăUltraTechnekovă(10.7őăGŰq)ă99Mo-99mTc 
generatoră(űovidienăImagingăSolutions,ăUSA).ăPriorătoălabelling,ăaăŐ0ăµlăaliquotăofătheăisolatedă













theă tailăveinăofăűő7Űl/6ămice.ăDistributionăofă theă radiolabelledăEVsăwasădeterminedă ină twoă
ways:ăbyăex vivoămeasurements,ăwhenămiceăwereăsacriiced,ăvariousăorgansăwereăremovedăandă
theăactivityăofătheăindividualăorgansăwasădeterminedăex vivoăinăaăgammaăscintillationăcounteră
and by in vivoămeasurementsăwhenătheădistributionăofătheăradioisotopeăwasădeterminedăinăliveă
animalsăbyănanoSPEűT/űTăscanning.ă
Ex vivoă biodistribustionă measurementsă wereă carriedă oută Őă hoursă afteră theă injectionă ofă
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RESULTS








ofămicroparticles.ă Flowă cytometrică characterizationă ofă boneămarrow-derivedăEVsă showedă aă
moreă thană70%ăexpressionăofă theăűD9ătetraspannin,ăaămembrane-boundămoleculeăusedăasăaă
speciicămarkerăforăbothăexosomesăandăMVsă(Figure 1C).   
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 99mTc-radiolabellingă ofă EVsă showedă aă highă labellingă eficiencyă asă determinedă byă TLűă
analysis.ăTheăfractionăofălabelledăEVsăwasămoreăthană98%ă20ăminutesăafterălabelling,ăităchangedă




Eficiency and stability of labelling of bone marrow-derived EVs with 99mTc
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The in vivoăbiodistributionăstudiesăperformedăwithătheăwhole-bodyăSPEűT/űTăscansă3ăandă
2ŐăhoursăafterăEVăadministrationăshowedăcomparableăresultsăwithătheăex vivoămeasurementsă






theă liver,ă lungsă andă spleenă asă soonă asă 3ă hoursă post-injectionăwhileă slightlyă decreasingă overă
theă2Őăhourăfollow-upăperiod.ăSmallăbutăpersistentăuptakeăwasădetectedă ină theă lymphănodes.ă
Inălineăwithătheăex vivoăbiodistribution,ătheănanoSPEűT/űTăscansăshowedăhighăuptakeăofătheă






retainingăapproximatelyă60%ăofă theă injectedăradioactivity.ăTheăbulkăofă theăradioactivityăwasă
excretedăthroughătheăurinaryăsystemăwithăaăretentionăvalueăofăŐ0%ăinătheăkidneyăandă20%ăină
theăbladder.ăInăconclusion,ăbothăex vivo and in vivoăbiodistributionăstudiesăshowedăthatăapartă
ofă accumulatingă ină theă liverăandă lungsăaă substantială amountăofă theăEVsăwereăpresentă ină theă
epiphysisăofătheăfemursărichăinăredăboneămarrowăandăinătheălymphănodesăandăspleen,ăindicatingă
stableăaccumulationăofăboneămarrow-derivedăEVsăinătheăhaematopoieticătissue.ă
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(Morishitaăetăal.,ă201ő).ăAgain,ăthisămethodărequiredătheătransfectionăofătheăexosomeăreleasingă
cellsăwithăaăplasmidăvectorăencodingătheăfusionăproteinăstreptavidin-lactadherinăinăorderătoăbindă









ofă EVsă (Rhodes,ă 1991).ăTheă twoă labellingămethodsăwereă comparableă ină termsă ofă labellingă
eficiency.ăAămajorădifferenceăthoughăwasătheănatureăofăparticlesăusedăforăradiolabelling.ăHwangă
etă al.ă usedă exosome-mimeticănanovesiclesăobtainedăbyă theăbreakdownăofămacrophageă cells,ă
whileăweă usedă unmanipulatedăEVsă puriiedă directlyă fromă theă freshlyă isolatedă boneămarrowă
supernatantă ofămice.ăHwangă etă al.ă performedă SPEűT/űTă scansă toă showă distributionă ofă theă
radioactivityăbutăquantiiedătheăamountăofăradioactivityăaccumulatedăinătheăvariousăorgansăex 
vivo.ăWeă performedă bothă ex vivoă quantiicationă ofă radioactivityă distributionă andă alsoă directă
SPEűT/űTă analysisă foră quantitativeă distributionă andă pharmacokineticsă measurement.ă Thisă
latterăanalysisăwasăbasedăonăstandardizedăuptakeăvalueăcalculation,ăaăcommonăparameterăalsoă
usedăinăhumanăSPEűT/űTăinvestigationsăforăbiodistributionăstudiesăofăradioisotopes.ăŰasically,ă
ină accordanceăwithă theăHwangă data,ăweă foundă theă highestă accumulationă ină theă liver,ă andă aă










residingăinătheăliverăandăspleen.ăTheăfactăthatămostăofătheăin vivo and ex vivoăbiodistributionă







Ină conclusion,ă ină theă presentă studyă weă showedă thată EVsă isolatedă directlyă fromă boneă
marrowă representă aă heterogeneousă populationă ofă vesiclesă concerningă theiră sizeă andă cellulară
origin.ăThisăheterogeneityăcouldăhighlyă impactă theirăbiodistributionăandăclearanceă route.ăWeă
furtherăshowedăthatădirectălabellingăofătheseăEVsăwithă99mTcăwasăeficientăandăstableăforăupătoă
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2Őăhours.ăŰiodistributionăofăboneămarrowăderivedăEVsăwasăfollowedăandăquantiiedăbothăex 
vivo and in vivoăbyăSPEűT/űTăandătheătwoăapproachesăyieldedăveryăsimilarăresults.ăThereăareă
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